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研究成果の概要（和文）：マウス胚の前後軸形成過程で、基底膜などによって構成される細胞外環境が、形態形
成に与える影響を解明することを目的に行った。胚と子宮内膜との境界に形成されるライヘルト膜とよばれる基
底膜の構成分子、細胞外マトリクス分子の発現を着床前後時期に解析したところ、ジストロトログリカンとラミ
ニンが先行して分布することが分かった。そこでラミニン遺伝子の欠損胚の表現型を解析したところ、ライヘル
ト膜とよばれる基底膜の形成不全を示し、胚形態が大きく変形し、致死となっていた。更に、遺伝子欠損胚の発
生はほぼ正常に進行していたことから、胚と子宮との境界に存在する基底膜が胚の形態形成に必須な機能を担っ
ていることが示唆された。

研究成果の概要（英文）：Purpose of this project is to identify if extracellular microenvironments 
such as basement membrane can control early morphogenesis during mouse anterior-posterior axis 
formation. Initially, developmental profiles of Reichert’s membrane, a specialized basement 
membrane, which is located at the interface between the embryo proper and uterus, were examined with
 expression of extracellular matrix molecules. These studies identified that distribution of 
Dystroglycan and Laminin precede the deposition of other ECM. Then, by analyzing phenotypes of the 
laminin a1-deficient embryos, the basal lamina was not formed and embryonic shape was severely 
deformed in Lama1-deficent embryos. Moreover, given that apparently normal cell specification in the
 mutant embryos, basement membrane located between the embryo and uterus is suggested to play a 
crucial role on embryonic morphogenesis in a non-cell autonomous manner.

研究分野： 哺乳動物発生遺伝学

キーワード： micro-environments　anterior-posterior axis　mouse　morphogenesis　basement membrane　basemen
t membrane　extracellular matrix　uterus

  １版

令和

研究成果の学術的意義や社会的意義
胎盤を持つ哺乳動物の胚発生は、母親の子宮内で進行するという独特な特徴を持っている。子宮内環境は、母体
と胎児の間の栄養・老廃物やガスの交換といった機能以外にも、胚・胎児の発生に重要な機能を担っていると考
えられているが、明らかになっていない。本研究では、胚と子宮との境界に存在する特殊な基底膜が、胚を取り
囲むことで、子宮から胚を保護する機能を担っていることを強く示唆している。本研究成果は、正常な着床維持
と胚発生には、胚と子宮との境界に形成される基底膜構造が必要不可欠であることを意味している。



様	 式	 Ｃ－１９、Ｆ－１９－１、Ｚ－１９、ＣＫ－１９（共通）	
１．研究開始当初の背景	
哺乳動物の初期胚は、他の脊椎動物胚に比べて、調節性が高いことが知られている。つまり、
ほ乳類胚の受精卵では、母性因子による背側の決定因子などは、分布しておらず、発生が進行
していく過程で、周辺の細胞外（細胞表面や基底膜）に分布した細胞外マトリクス(ECM)分子な
ど（細胞外微小環境とよぶ）によって、細胞運命が、非自律的に制御されている。最近、研究
代表者等の成果から、細胞表面や基底膜に分布する ECM 分子を介した様々な情報が、選択的に
特定細胞群に伝達されることを通じて、マウス初期胚の発生現象が制御されていることが分か
ってきた。このような ECM 分子には、コラーゲン、プロテオグリカン、ラミニンやフィブロネ
クチンなどの糖タンパク質があげられる。例えば、プロテオグリカンは、FGF,	BMP,	Wnt など
の分泌性成長因子と相互作用してモルフォーゲン勾配の制御や、他の受容体と相互作用して細
胞移動に関与することなどが示唆されている。また、体性幹細胞では、このような細胞外微小
環境が、Niche として働いていることが知られている。しかし、幹細胞維持は、恒常的・安定
的に起こる現象で、初期発生のように数時間以内に細胞の配置や性質が大きく変化する状況と
は異なっている。実際、研究代表者等による発現解析から、マウス胚の前後軸形成期では、数
時間以内にダイナミックに ECM 分子の分布が変化し、細胞挙動を制御していることが分かって
きた（図 1）。しかし、どのような ECM 分子が、どのように分布して、どのような細胞運命（移
動や分化）決定に働いているのか、十分な解析が進んでいない。	
	
２．研究の目的	
哺乳動物初期胚においては、周辺の細
胞表面や基底膜などに存在するECM分
子と分泌性シグナル因子が構成する
細胞外微小環境を介して細胞・組織の
挙動や運命が支配されている。特に前
後軸形成過程では、短時間で細胞集団
の配列や胚内での位置がダイナミッ
クに変化しているが、ECM の分子的実
体やECMが担っている細胞非自律的な
機能については不明な点が多い。本研
究では、マウス前後軸形成過程におい
て、ECM 分子などによって構成される
環境が、胚の形態形成にどのような影
響を与えるのか解明することを目的
に研究を行った。	
	
３．研究の方法	
前後軸形成過程において、ECM 分子の発現について mRNA レベルを in	situ	ハイブリダイゼーシ
ョン法で、タンパク質レベルを特異的な抗体を用いた免疫染色法にて解析した。実際、Collagen	
IV遺伝子欠損マウス胚ではマウス胚の初期発生に大きな異常が観察されていないことから、初
期胚性致死を示す Collagen	IV 以外の ECM 分子について遺伝子欠損変異マウスの表現型を解析
することとした。具体的には、ECM を構成する Laminin	a1 遺伝子と Dystroglycan の糖鎖修飾
に働く Fukutin遺伝子を欠損した変異マウスを導入し、前後軸形成時期における基底膜の形成
状態や胚の形態形成に与える影響を組織形態レベル、分
子マーカーレベルで解析した。	
	
４．研究成果	
(1)野生型胚における ECM 分子の発現解析	
既知の ECM タンパク質である、Collagen	IV、Laminin,	
Perlecan,	Nidogen,	Dystroglycan などに対する特異的
抗体を用いて免疫染色法を行った。その結果、前後軸形
成が確立する着床前後において、これら ECM 分子が特徴
的な発現変動と局在分布を示すことが分かった。まず、
胚の着床時には、Dystroglycan 分子が栄養外胚葉の基底
側に分布し、その発現にそって Laminin 分子が栄養外胚
葉全体に最初に沈着していた。Collagen	IV と Nidogen
は、この Laminin 分子の発現に沿ってより polar 側から
mural 側へ向けて、栄養外胚葉の基底膜に徐々に沈着し
ていった（図 2）。更に着床 1〜2 日後の前後軸が完成す
る時には、これらの ECM 分子は子宮と胚の境界で完全に
胚を包むように沈着していた。この構造について透過型
電子顕微鏡像を撮影し、観察すると、数百 nm の肥厚した基底膜構造を形成していた。次に、こ
れらの ECM 分子の転写産物の発現を解析するため、antisense	cDNA	probe を作製し、in	situ	ハ
イブリダイゼーションを行った。解析の結果 Collagen	IV や Laminin	α1 の遺伝子産物は胚体



外領域となる原始内胚葉や壁側内胚葉でのみ発現し、栄養外胚葉や将来胚体領域となる内部細
胞塊やエピブラストなどの胚本体側ではほとんど発現していないことが分かった。つまり、ECM
分子は、産生される細胞と分布する細胞とが異なっており、細胞外に分泌された ECM 分子は、
細胞外で移動、輸送され、アンカータンパク質に沿って分布するようになることが分かった。	
	
(2)Laminin	a1遺伝子変異マウスの表現型解析	
Laminin	a1	(Lama1)遺伝子欠損マウス胚（Lamininα１
の遺伝子）は、胚性致死を示すが、どのような異常に
よるのかその詳細は明らかにされていない。そこで、
着床前後のホモ欠損胚を用いて、光学顕微鏡レベル及
び電子顕微鏡レベルでの組織学的解析、in	situ	ハイ
ブリダイゼーションや免疫染色による発現解析を行っ
た。着床直後の野生型マウス胚は、ライヘルト膜とよ
ばれる基底膜（ECM 分子から構成されている）で覆わ
れている。解析の結果、Lama1 欠損胚では、着床後ラ
イヘルト膜が電子顕微鏡レベルでも形成されないこと、
胚性 5.5 日目まで（着床後 1 日目）はほぼ正常に発生するが、胚性 6.5 日目では胚全体の形状
が折れ曲がり、卵円筒型へと伸長せず、重度の形態異常を示すことが分かった（図 3）。次に、
ラミニン欠損胚では、野生型と比較して着床後 2 日以内に子宮脱落膜と触れることで、胚形態
が大きく変形することを定量的に示した。更に、Lama1 欠損胚においてライヘルト膜を構成す
る他の ECM 分子の発現を解析したところ、原始内胚葉や壁側内胚葉において、Collagen	IV を
始めとする他の ECM 分子の沈着がほとんど観察されなかった。これらの結果は、マウス着床期
における基底膜の沈着に Laminin	a1が必須であることを示唆している。	
	
(3)Fukutin遺伝子変異マウスの表現型解析	
上記(1)の発現解析から Laminin 分子と細胞外で結合する Dystroglycan は、基底膜沈着のキー
となっていることが強く示唆された。そこで、Dystroglycan と Laminin との結合に重要な糖鎖
構造形成に関わる Fukutin 遺伝子を欠損した胚について解析をすすめた。Fukutin ヘテロ変異
マウスは、ほぼ正常に発生が進行しており、ライヘルト膜では、ECM の沈着が少し低下してい
たものの、胚全体の形状に顕著な異常は見られなかった。一方、Fukutin 遺伝子のホモ変異マ
ウス胚は、胚性致死を示し、免疫染色法で解析したところ、ライヘルト膜が局所的に破損した
り、穴があいていること、また、胚全体が大きく変形することが分かった。これらの結果は、
胚と子宮の境界に存在して、胚を取り囲んでいる基底膜構造が、胚の発生・成長に必須な機能
を担っていることを強く支持している。	
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